
Molekularna biotehnologija 
GS rastline: metode in uporaba 

MB3: pogl. 17 in 18 



GS rastline: zakaj in kako? 

• obstaja več uspešnih tehnik za vnos tuje DNA v rastlinske celice 

• na voljo so različni vektorski sistemi za uporabo na rastlinah 

• rastlinske celice so večinoma totipotentne (iz 1 transgenske celice lahko vzgojimo celotno rastlino) 

 
• izboljšujemo lastnosti poljščin ali okrasnih rastlin 

• GS rastline delujejo kot ceneni ‚živi bioreaktorji‘ za proizvodnjo proteinov ali metabolitov 

• transgenske rastline uporabljamo pri raziskovalnem delu za študij  delovanja genov med razvojem 
rastline in v drugih bioloških procesih 



GS rastline: nove lastnosti 

Z vnosom enega ali več genov lahko rastlini zagotovimo: 

• odpornost proti žuželkam (izražanje insekticida), 

• zaščito  pred virusi, 

• odpornost proti herbicidom, 

• zaščito pred patogenimi bakterijami in glivami, 

• zakasnitev senescence, 

• toleranco pred okoljskimi stresi, 

• spremenjeno barvo cvetov, 

• povečano prehransko vrednost, 

• podaljšano dobo skladiščenja, 

• proizvodnjo za človeka zanimivih snovi (zdravila, polimeri, cepiva…) 

 



Rastlinska biotehnologija 

Gensko spremenjenih je že več kot 140 rastlinskih vrst, pri njihovem razvoju je sodelovalo več kot 
50 držav. 

Razvoj nove sorte po klasičnih postopkih žlahtnjenja rastlin traja 10 – 15 let, molekularna 
biotehnologija pa lahko ta čas bistveno skrajša. 

 

http://www.agbios.com/ 



http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/prokaryotes/Pages/CrownGall.aspx 

http://www.british-galls.org.uk/gallery.htm http://www.discoverlife.org http://www.heritagefruittrees.com.au 



http://www.biologyexams4u.com/2012/12/steps-involved-in-agrobacterium.html 





Biosinteza avksina indolocetne kisline (IAA) in  
citokinina izopentenildifosfata (IPP) 



http://www.biologyexams4u.com/2012/12/steps-involved-in-agrobacterium.html 



Neprimernost naravnega plazmida Ti za molekularno biotehnologijo: 
 
- velikost (~200 kb) in odstotnost klonirnih mest 
- vektor ni kompatibilen z E. coli 
- nima genov za selekcijske markerje 
- proizvodnja rastlinskih hormonov (regija T) preprečuje regeneracijo nove rastline 
- proizvodnja opinov predstavlja neželeno porabo gradnikov 

 
 



‚Binarni‘ vektor 

http://www.biologyexams4u.com/2012/12/ti-plasmid-based-vectors-co-integrate.html 

binarni  
vektor 

razoroženi Ti 

+ 

Prenosljivi vektor kloniramo v E. coli, nato pa 
ga prenesemo v bakteriji A. tumefaciens, ki jo 
dodatno okužimo z mutiranim (‘razoroženim’) 
plazmidom Ti (brez T-DNA, a s funkcionalnim 
segmentom vir).  



Binarni vektor pCB301 



‚Kointegrativni‘ vektor 

V A. tumefaciens pride do homologne rekombinacije med 
vektorjem in ‘razoroženim’ plazmidom Ti, tako da se v tak 
plazmid Ti vključi celoten klonirni vektor. 



Biološki in fizikalni način vnosa 

http://www.nepadbiosafety.net/subjects/biotechnology/plant-transformation-bombardment  

Enokaličnice je mogoče transformirati preko A. tumefaciens samo s posebnimi protokoli (npr. embrionalno 
tkivo potopijo v suspenzijo A.t., potem več dni gojijo brez selekcijskega pritiska in nato precepijo na 
selektivno gojišče in več tednov gojijo v temi). Odkrili so tudi seve A.t., ki imajo širši spekter tarčnih 
rastlinskih vrst, ki jo dodatno okužimo z mutiranim (‘razoroženim’) plazmidom Ti (brez T-DNA, a s 
funkcionalnim segmentom vir).  
 
Alternativne metode vnosa temeljijo na transformaciji protoplastov z elektroporacijo ali liposomskimi 
reagenti, vendar je najučinkovitejša alternativa mikrobombardiranje (biolistika). 



Princip mikrobombardiranja 
 
Delce zlata ali volframa (0,4 – 1,2 um) prekrijemo z oborjeno DNA. Delce pospešimo do 300 – 600 m/s) s stisnjenim helijem. Delci 
prebijejo celične stene in membrane, v celici se DNA sprosti z delcev in v nekaterih primerih se integrira v genom, včasih v 
mitohondrijsko ali kloroplastno DNA. V primerih, ko ne pride do vgradnje v genom, lahko zasledimo prehodno izražanje 
transgena, kasneje pa se vnesena DNA razgradi. 

http://www.bio.davidson.edu/courses/molbio/molstudents/ 



Lastnosti DNA za mikrobombardiranje 
 
Za DNA je bolje, da je linearna, če uporabimo plazmide, pa je bolje, da so manjši kot večji. Kljub temu so uspešno uporabili za vnos 
z mikrobombardiranjem tudi vektorje YAC (80-550 kb). Uspešnost vnosa so preverili tako, da je YAC na vsakem koncu vseboval po 
en selekcijski marker, rastline pa so izražale oba. Dolžine nad 150 kb so manj uspešne, vseeno pa ta velikost omogoča vnos celotnih 
biosinteznih poti.  



Reporterji in selekcijski markerji 
 
Reporterji omogočajo kvantifikacijo ravni izražanja (transgena), npr. v 
različnih tkivih transformirane rastline. Nekateri reporterji so hkrati tudi 
dominantni selekcijski markerji. Ti pogosto izhajajo iz bakterij, a so jih 
spremenili tako, da imajo regulatorna zaporedja, ki so kompatibilna z 
rastlinami. Pogosta reporterja sta GUS (beta-D-glukuronidaza) in GFP ter 
njegovi derivati. Za GUS uporabimo substrat 5-bromo-4-kloro-3 indolil 
beta-D-glukuronsko kislino ali fluorogene substrate. Za GFP rastline 
obsevamo z UV ali modro svetlobo. Fluorescenca netransformiranih 
rastlin je v rdečem delu spektra, transformiranih pa v zelenem. 



Struktura evkariontskega promotorja in kodirajoče regije 



Struktura evkariontskih promotorskih elementov za RNA-polimerazo II 

http://genocon.org/assignment-2012/assignment-a/basic-science-a-eukaryotic-promoter/ 



http://www.patentlens.net/daisy/promoters/242/g1/250.html 



Alternativni promotorji 
 
Promotor CaMV 35S je zelo močen konstitutivni promotor, izražanje pa poteka v vseh delih rastline. 
 
Alternativni promotorji naj bi omogočali: 
 
- izražanje v točno določenih tkivih (npr. v zelenih delih rastline – promotor male podenote encima RuBisCo (ribulozabisfosfat 

karboksilaza)) 
- izražanje v točno določeni razvojni fazi 
- izražanje v točno določenih okoljskih pogojih (npr. s patogenezo povezani promotorji) 

 
Način iskanja promotorjev: s posebnimi vektorji, ki sami ne vsebujejo promotorja, samo z reporterjem v T-regiji v bližini desnega roba. 
Po prenosu v rastlino, se včasih reporter izrazi – pomeni, da je prišlo do vključitve v neposredni bližini nekega rastlinskega promotorja. 

 



Iskanje promotorjev, ki so aktivni le v določenih razvojnih fazah ali določenih okoljskih pogojih 
 
Kombiniramo reporter brez promotorja in selekcijski marker z lastnim promotorjem (npr. odpornost proti higromicinu). Najprej 
izberemo celice, ki so odporne proti antibiotiku, preverimo izražanje reporterja z encimskim testom. 

 
 



Nadaljnje povečevanje ravni izražanja  
 
- ojačevalna zaporedja 
- intronske regije 
- optimizacija rabe kodona 

 
Eksperimentalna primerjava učinkovitosti promotorskih konstruktov, ki so vsebovali (in/ali): 
- promotor 35S 
- terminator gena nos 
- 1- 7 tandemsko pomnoženih ojačevalnih zaporedij 
- ojačevalec translacije (‚omega‘) iz TMV 

 
Najbolj učinkovit je bil konstrukt s 7 kopijami ojačevalnega zaporedja (kar je lahko bilo odvisno od mesta vključitve v genom v 
konkretnem primeru) 

 



Usmerjeno spreminjanje genomske DNA pri rastlinah 
 
Spreminjanje genomskih zaporedij s homologno rekombinacijo je pri rastlinah bistveno manj učinkovito kot pri bakterijah ali pri živalih. 
Zato so razvili drugačno metodo, ki deluje tudi pri živalih. Uporabijo himerno molekulo DNA/(Met)RNA, ki ima večino zaporedja 
komplementarnega tarčnemu, ne pa celotnega. Ko tako himerno molekulo z mikrobombardiranjem vnesemo v rastlino, pride zaradi 
nepopolnega ujemanja do sprožitve popravljalnih procesov v celici, takrat pa pride do vgradnje himernega zaporedna v genom. Lahko 
zamenjamo enega ali nekaj nukleotidov, jih vstavimo ali deletiramo. 



Usmerjeno spreminjanje RNA pri rastlinah 
 
Za spremembo fenotipa zadošča sprememba transkriptov, običajno njihova inhibicija. 
To lahko dosežemo z uvedbo dodatne kopije gena (kosupresija / RNAi), uvedbo protismernega zaporedja, ribocima ali interferenčne 
RNA. Npr. koruza s povečanim deležem stearinske kisline in zmanjšanim deležem oleinske kisline je posledica vnosa treh ribocimov, ki 
razgradijo mRNA za stearoil-ACP delta9-desaturazo. S tem dobijo boljša olja za kuhanje in proizvodnjo margarine.  

 



Usmerjanje DNA v kloroplaste 
 
Rastlinske celice vsebujejo 1000 – 10.000 kopij kloroplastne DNA (po 50-100 v enem kloroplastu). Tujo DNA lahko vgradimo v 
kloroplastno DNA na več načinov. Najprej so to izvedli z mikrobombardiranjem s konstrukti, ki omogočajo homologno rekombinacijo. 
Kasneje so ugotovili, da je pogosto prišlo do vpliva selekcijskega markerja na izražanje sosednjih kloroplastnih genov. Zato so razvili 
sistem z dvema vektorjema, na enem je gen za selekcijski marker, na drugem pa GOI, vsak z robnimi zaporedji za ciljanje ločenih regij v 
kloroplastni DNA, ki so jih predhodno določili kot nevtralna mesta. Prisotnost prokariontskih transkripcijskih signalov je omogočalo 
izražanje samo v kloroplastu, ne pa tudi v jedru. Celice, ki so sprejele gen za selekcijski marker, so v 30 % primerov izražale tudi GOI. 



Selekcijski markerji in reporterji za kloroplaste 



Priprava brezmarkerskih transgenskih rastlin 
 
Čeprav vsebnost selekcijskih in reporterskih genov načeloma za človeka, živali in okolje ni nevarna, pa vseeno ni zaželena. Nekateri so 
mnenja, da so produkti takih genov lahko toksični ali alergeni, geni, ki omogočajo odpornost proti antibiotikom, pa bi se lahko prenesli 
na patogene talne mikroorganizme. Razen tega bi vsebnost enega selekcijskega gena onemogočala nadaljnje transformacijske 
postopke z enakim selekcijskim genom. 
 
Pri postopkih transformacije rastlin z dvema vektorjema, kjer pride do vgradnje na dve različni mesti v genomu, lahko s klasičnimi 
postopki križanja izselekcionirajo samo tiste rastline, ki so izgubile selekcijski gen. 
 
Drug pristop je z uporabo vektorjev, pri katerih selekcijski  
gen klonirajo med dva rastlinska transpozicijska elementa  
(Ds), hkrati pa je v regijo T vključen še gen za transpozazo.  
Pri vgrajevanju v genom se v ~90 % primerov zgodi, da se  
selekcijski gen vgradi v genom na nekem oddaljenem  
mestu glede na GOI, zato ga je mogoče v nadaljevanju  
odstraniti s konvencionalnim križanjem. 



Možne aplikacije rastlinskega genskega inženirstva 
 
• Rastline, odporne proti žuželkam (Bt-toksin, drugi toksini, inhibitorji encimov) 
• Rastline, odporne proti virusom (virusni antigeni, RNaza III, rastlinski protivirusni proteini) 
• Rastline, odporne proti herbicidom (povečanje števila kopij tarč, zmanjšanje afinitete tarče za herbicid, metabolična inaktivacija 

herbicida) 
• Rastline, odporne proti bakterijam in glivam (salicilna kislina; glukanaze, hitinaze, inhibitorji proteaz, kationski peptidi) 
• Rastline, odporne na okoljske strese, npr. suša, povečana slanost, oksidativni stres 
• Rastline s podaljšanim rokom uporabnosti, npr. zakasnjeno zorenje in venenje 
• Rastline s spremenjeno barvo cvetov 
• Rastline s spremenjeno hranilno vrednostjo, npr. več (esencialnih) aminokislin, vitaminov, železa, spremenjena vsebnost lipidov 
•  Rastline s spremenjenim okusom in izgledom 

 
Primeri izvedbe na naslednjih slikah: 




























